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(57) Abstract 

Cationic lipids of general formula (I), wherein m is 
an integer from 2 to 6 inclusive; n is an integer from 1 to 
9 mclusive. preferably 1-5. where, when n is 2-9. a single 
R grouping other than hydrogen is present in the general 
i formula, and m has variable or identical values within the 
groupings (a) or -(OfcW; R is a hydrogen atom or a 
radical of genera] formula (II). wherein X and X'. which 

™I^ n San £u l \ diffe ? m ' m m 0Xygtn atora - a methylene 
I 2H5 ^2 Wr ^?f B 0 is °- 2 » 3. or an amino 

grouping -NH- or -NR\ where R' is a Cm alkyl grouping; 
I Y and Y , which are the same or different, are a nTethylene 

grouping, a caibonyl grouping or a C-S grouping; Rj, tu 

and R 5 . which are the same or different. « a hydrogen 

compositions cooing JS& ^^^^ 
I (57) Abr^ge 

I entre £5Su StZ^bretu^mSTnS ?9^ * , * ra,e *« ' ^ ,,C ™ « «» nombre entier compris 
est compris entre 2 et 9. un seal groSJeS X ^ o^KdeT^vio^ 1? P » ^^lement entre I et 5 avec. loraque n 
ou idenuques au sein des differerTg^^entt^^ R^L^ tfZ^^J.**** « *» vateun * m 

(II), dans laquelle X et X' representenTm^iJd^ *^le 





f , S. R, represent un derive du cno]^ «TEE«pWXv- aS ^n ^ T "r, 0 ' 4 avoc p pouvant verier ^0 
I'auue un radical aliphatique. sature ou n^^ K ^Slr 'S^ 1 * 2 avcc R| « R ' represents* independammem l'un de 

' tea covenant et mJ«US£ R^^tSfi^ ou^o^T, t <Suir POSi,IOnS «*^^- 
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LIPOPOLYAMINES COMME AGENTS DE TRANSFECTION ET LEURS APPLICATIONS 

PHARMACEUTIQUES LIWI1UIS 

La presente invention concerne de nouveaux composes apparentes a la famille 
des hpopolyamines. des compositions pharmaceutic^ les contenant et feurs 
applications pour la transfection in vivo et/ou in vitro d'acides nucleiques. 

De nombreuses maladies genetiques sont associees a un defaut d'expression 
et/ou une expression anormale. c'est a dire deficiente ou excessive, d'un ou plusieurs 
.odes nucleiques. La therapie genique a pour principal objectif de corriger ce type 
d anomalies genetiques par le biais de 1'expresskm ceUulaire in vivo ou in vitro de 
genes clones. 

Aujounfhui. plusieurs methodes sont proposees pour la delivrance 
mtracelhuaire de ce type dinformation genetique. Lime dentre dies, en particuUer 
repose sur Femploi de vecteurs chimiques ou biochimiques. Les vecteurs synthetiques 
ont deux fonctions principales. compacter l'ADN a transfecter et promouvoir sa 
fixation ceUulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le cas 
echeant, a travers les deux membranes nucleaires. 

Un progres important a ete accompli dans ce mode de transfection avec le 
development dune technologie basee sur l'emploi d'un lipide cationique. II a ainsi ete 
mis en evidence qu'un lipide cationique charge positivemem, le chlorure de N-[l-(2'3- 
dioleyloxy)propyl].NjNljsl-trimemylamnKmiu^ (DOTMA), interferait. sous la forme 
de liposomes ou de petites vesicules, spontanement avec de l'ADN. qui est charge 
negauvement, pour former des complexes lipides-ADN. capables de fusionner avec les 
membranes ceUulaires. et permettait ainsi la deUvrance intracellular de l'ADN 
Toutefois. bien que cette molecule soit efficace au niveau de la transfection. eUe 
ptesente le desavantage d'etre non biodegradable et de posseder un caractere toxique a 
1'egard des cellules. 

Depuis le DOTMA, d'autres Upides cationiques ont ete developpes sur ce 
rnodele de structure : groupe lipophile associe a un groupement amino via un bras dit 
"spacer". Parmi ceux-ci. on peut plus particuUerement citer ceux comprenant & titre de 
groupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportant. en 
outre, le cas echeant. a titre de groupement amino, un groupement d'ammonium 
35 quaternaire. Les DOTAP. DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre cites a titre 
rej*esentatifs de cette categorie de Upides cationiques. D'autres composes, comme les 
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DOSC et ChOSC, se caracterisent par la presence d*un groupement choline a la place 
du groupement <f ammonium quaternaire. En general, l'activite transfectante de oes 
composes demeure toutefois assez faible. 

Une autre categorie de lipides cationiques, les Upopolyamines, a egalement ete 
decrite. Dans ce type de composes, le groupement cationique est represente par le 
radical L^Scarboxysperarine qui contient quatre groupements d'ammonium, deux 
primaires et deux secondaires. Les DOGS et DPPES en font notamment parte. Ces 
lipopolyamines sont tout particutierement efficaces pour la transection de cellules 



10 En fait, un agent de transfection synthetique ideal devrait presenter un haut 

niveau de transfection, et ce pour un large spectre de cellules, posseder une toxicite 
nulle ou ft deraut une toxicite tres nunimisee aux doses rfutilisatkm, et enfin, etre 
biodegradable pour s'affranchir de tout effet secondaire au niveau des cellules traitees. 
La presente invention a precisement pour objet de proposer de nouveaux 
15 composes susceptibles d'etre utilises efficacement dans la transfection in vitro et ou in 
vivo de cellules et notamment pour la vectorisation d'acides nucleiques. 

EUe a pour premier objet des lipopolyamines, sous forme D, L ou ID et leurs 
sels, representees par la formule generate I : 

20 H 2 N-((CH) m -NH) n -H I 

R 

danslaquelle 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 
25 - n est un sombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus preferentiellement 
entre 1 et 5 avecun seul groupement R different de l'hydrogene de present dans la 
formule generate et des valeurs de m variables ou identiques au sein des differents 
groupements -(CH)„,- et -(CH2) m -, 
R 



■ R represente un atome dliydrogene ou un radical de formule generate II: 




, _ -Y— R6 

— «j:H)p 

R5 
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dans laquelle 

X et X- lepresentent. independanunent Fun de 1'autre. un atome tfoxygene. un 
^upement methylene -(CH 2 ) q - avec q egal a 0. 1, 2 ou 3. ou un groupement amino 
-NH- ou -NR- avec R' representant un groupement alkyle en Ci a C 4 . 

- Y et V represented mdependainment l'un de 1'autre un groupement methylene, un 
groupement carbonyle ou un groupement C=S. 

- R 3 . R4 et R 5 representent independamment l'un de 1'autre un atome dnydrogene ou 
un radical alkyle. substitue ou non. en Qa C 4 , avec p pouvant varier entre 0 et 5 

'** re P rtsente ™ derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NRjR 2 avec 
Rl et R 2 representant independamment l'un de 1'autre un radical aliphatique. sature ou 
15 non, lineaire ou ramifte en C 12 a " f ' 

D-un interet tout particulier sent les composes dans lesquels R y est represente 
par la formule generate IT 



20 



25 




dans laquelle R 3 , R^ R 5 , Rg et p repondent aux definitions precedentes et X 
represente un atome d'oxygene ou un groupement -(CH^ q . avec q etant egal a zero. 

Cette famflle de composes se caracterise notamment par la presence dune 
liaison ester interne, interessante sur le plan de la biodegradabUite. 

A titre de bpopolyamines preferees selon 1'invention. on peut plus 
particulieremem mentionner les composes suivants: 



30 




15 

sous la forme D, L. DL ou 1'un de leurs sels. 
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des li J^ l ^ &Sente * *»* plication then^eutique 

tout J^Tl!^ Pr6C6demment ' 168 fo™*e generate I s'averent 

^"^^^^wuMxtBweiit interessants pour la transfection in vitro et in vivo d'acides 
nu^^Ikco^npactent efficacement 1'ADN et presentent avantageusement one 

^1^, ~" — ' d«s cellules traitees. En outre. fls sont 

biodegradables notamment par hydrolyse de leur liaison ester. 

^Ftour obtenir un effet maximal des compositions de Invention, les proportions 
*» compose de fcrmule generate I et de ladde nucleique sont de 
P^k* determine** de maniere a ce que le rapport R. charges positives de la 
^po^mme considerte par charges negatives dudit acide nucleique soit optimal. Ce 
rapport optimal vanant en particulier seton le male tf utilisation 4 savoir in vivo ou in 
vuro et seton le type ceUulaire a transf ecter. fl est optimise au cas par cas. Cette 
optimisation reteve de la competence de 1-homme de l'art 

Dans les compositions de la presente invention, le polynucleotide peut etre 
auss! bien un acide desoxyribonucleique qu'un adde ribonucleique. H peut s'agir de 

^T^t 6 natUreUe °° * t d'ADN genomique. d'ADNc, 

d ARNm, d'ARNt, d'ARNr. de sequences hybrides ou de sequences syntLques ou 
sena-synthetiques. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine humaine, animale. 
vegfetale. bacterienne, virale. etc. Ds peuvent etre obtenus par toute technique connue 
de 1-homme du metier, et notamment par criblage de banques. par synthese chimique 
ou encore par des methodes mixtes mcluant te modification chinuqu^ 
de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent par ailleurs etre incorports 
dans des vecteurs. tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concernant plus particulierement les acides desoxvribonucleiques. ils peuvent 
etre sunple ou double brin. Ces acides desoxynWrteiques peuvent porter des genes 
therapeutiques. des sequences legulatrices de la transcription ou de la replication, des 
sequences antisens modifiees ou non. des regions de liaison a d'autres composants 
cellulaires, etc. 

Au sens de rinvention. on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
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proteique ainsi cod* peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut 
etre homologue vis-a-vis de la cellule cOrie (c'est-i-dire un produit qui est 
normalement exprime dans la cellule able lorsque celle-d ae presente aucune 
pathologie). Dans ce cas, rexpression d'une proteine permet par exemple de pallier une 
5 expression insuffisante dans la cellule ou ^expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
celhilaire, ayant une stability accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique 
peut egatement etre heterologue vis-a-vis de la cellule dole. Dans ce cas, une proteine 
10 exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite defictente dans la 
cellule, hri pennettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler une reponse 
un m um t mei 

Parmi ks produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particutidrement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, ks 

15 lymphokines : interieukines. interferons, TNF, etc (FR 9203120). les facteurs de 
croissa nc e, les neurotransmetteurs ou leurs pr§curseurs ou enzymes de synthase, les 
facteurs trophiques : BDNF. CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bPGF, NT3. NTS, 
HARP/plttotrophine, etc la dystrophia ou une minidystrophine (FR 9111947), la 
proteine CFTR assoctee k la mucoviscidose, les g&nes suppresseurs de tumeurs : p53. 

20 Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation : Facteurs VII. Vm, IX, les genes intervenant dans la 
reparation de l'ADN. les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les 
genes de lliemoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les genes correspondant 
aux proteines impliquees dans le m&taboiisme des lipides, de type apolipoproteine 

25 choisie parmi les apolipoproteines A-I. A-H, A-IV, B. C-I. C-II, C-IH, D. E ( F, G. H, 
J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoproteine lipase, la 
lipase hepatique, la tecithine cholesterol acyltransf erase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides comme la proline de transfer! des esters de cholesterol et la 

30 proteine de transfert des phospholiptdes, une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un recepteur choisi par exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des 
chylomicrons- remnants et les recepteurs scavenger.etc . 

L'acide nucteique therapeutique peut 6galement Stre un gfene ou une sequence 
antisens, dont rexpression dans la cellule able permet de controler rexpression de 
35 g6nes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent, par 
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exemple. tee transcrites dans la cellule dbte en ARN complements d'ARNm 
ceUutoites et bloquer ains, leur traduction en proteine. aelc* to teclu^ 
te brevet EP 140 mi^ genes therapeutic c^^ 

^^tlT^' » ^ ARN 

Comme indique plus haut, l'acide nucleique peut egalement comporter un ou 
piusieurs genes codant pour un peptide amigenique. cap^e oe genera 
ou lammal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre 
Invention permet done la realisation soit de vaccms soit de traitements* 
immunotherapeutiques appliques a lhomme ou a ranimal, notamment contre des 
microorgamsmes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specif iques du virus dEpstein Barr, du virus HIV. du virus de rhepati te B 
(EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, du "syncitia fonning virus, d'autres virus ou 
encore specif iques de tumeurs (EP 259 212). 

PreferentieUement. l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant l'expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide 
anugenique dans la cellule ou 1'organe desire. 0 peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de l'expression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. D peut egalement s'agir de 
sequences d'origine differente (responsables de l'expression d'autres proteines. ou 
meme synthetiques). Notamment. a peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple. fl peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que l'on desire infecter. De meme. il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard . on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes E1A. MLP. CMV. RSV. etc. En outre, ces sequences 
<f expression peuvent tee modifiees par addition de sequences deactivation, de 
regulation, etc. II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressible. 

Par ailleurs, l'acide nucleique peut egalement comporter. en particulier en 
amont du gene therapeutique. une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synthetise dans les voies de secretion de la cellule able. Cette sequence signal peut 
tee la sequence signal natureUe du produit therapeutique. mais fl peut egalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionneUe. ou d'une sequence signal artificielle. 
L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule. 
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Dans un autre mode de mise en oeuvre, la presente invention oonceme des 
compositions comprenant un adde nucleique, une hpopolyamine telle que revendiquee 
et un adjuvant capable de s'associer au oomplexe lipopolyamine/ackie nucleique et d'en 
ameliorer te pouvoir transfectant La demanderesae a en effet montre que le pouvoir 
5 transfectant des lipopolyamines petit etre de maniere inattendue augmente en presence 
de certains adjuvants (Kpides ou proteines par exemple), capables de s'associer au 
oomplexe lipopolyamine/acide nucleique. 

Plus preferentiellement, les compositions de r invention comprennent. comme 
adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De teUes compositions sont particuuerement 
10 avantageuses, notamment lorsque le rapport R est faible. La demanderesse a en effet 
montre que l'addition d'un lipide neutre permet <f ameliorer la formation des particules 
nucleoUpidiques et. de maniere surprenante. de f avoriser la penetration de la particule 
dans la cellule en destabflisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 
15 invention sont des lipides 4 2 chaines grasses. 

De maniere pacticulierement avantageuse. on utilise des lipides nature Is ou 
synthetiques, zwnterioniques ou depourvus de charge kmique dans les conditions 
physiologique. D peuvent etre chcrisis plus particulierement patmi la 
dioleoylphosphatidyletharwlamine (DOPE), 1' oleoyl-palmitoylphos- 
20 phatidylethanolamine (POPE), tes di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl 
phosphatidylethanolamines ainsi que teurs derive N-methyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols, les diacylglyoerols, les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides) , les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment ks 
25 asialoGMl et GM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
classi q u e s bien connues de lliomme du metier. En particulier, l'extraction des lipides 
naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, 
30 Bk)chemistry). 

Preferentiellement, les compositions de r invention comprennent de 0,1 a 20 
equivalents d'adjuvant pour un equivalent de compose de formule generate I et, plus 
preferentiellement, de 1 a 5. 

Les compositions selon l'invention peuvent etre formulees en vue 
35 d'administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vagmale, parenterale. 
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TT^j^T^ " tramUS ^' — * mtraoculaire. transdermique. 

i»«™eunquemem acceptable pour uoe formulation injectable, notamment 
pour uneunecnon directe m^ + t^^ m 2+*£££ 

**" mM ^ ) - D Peut s'agir en particulier de solutions 
steriles. isotomques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui par 

^Z£2 \ "^o***™ Physiologique. permed 

consutuuon de solutes mjectables. Les doses cfacide nucleique uulisees pour 1'mjecuon 
ams. nomb re tf administrate 

Parametres. et notamment en fonction du mode d'aoministraticn utilise, de la 
pa*o^e concernee. du gene a exprimer. ou encore de la duree du traitement 
recherchee. En ce concern plus par^ 

sag* smt d'une mjection directe dans les ^rtdkt^*^ 
culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou greffe. 

La presente invention fournit ainsi une methode parnciuierement avantageuse 
pour le traitement de maladies, comprenant radninustration in vivo ou in vitro dun 
aadenucleique apte a corriger ladhe maladie associe a un compose de formule 
generate I dans les conditions defines ci-avant Plus paruculierement. cette methode 
est apphcable aux maladies resultant d'une defidence en un produit proteique ou 
nucleique et 1'adde nucleique administre code pour ledit produit proteique ou contient 
ledit produit nucleique. 



EUe s'etend a toute utilisation tfune hpopolyamine selon Invention pour la 
transfection in vivo ou in vitro de cellules. 

La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

ABRE VI ATIONS ET SYMBOLES 

30 AcOEt : Acetate cfethyle 

BOP : Benzotriazol-l-yloxytris (dinieAylamino) phosphonhim 

nexafhiorophosphate 
DCC : Dicyclohexylcarbodiimide 
DCU : Dicyclohexyluree 
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DMAP : 4-Dim^laminopyridiiie 

DMF : Dimethylfcrmamide 

DMSO : Dimethyle sulfoxide 

DODA : Dkwtadfecylamine 

EP : Ether depetrole 

EtOH : Ethanol 

NEt3 : Triethyianune 

Rf : Coefficient de retention frontal 

TEA : Addetrifluocoaoetique 

THF : Tetrahydrofurane 

TMS : Tetramethylsflane 

UV : Ultra- Violets 



15 

MATERIEL ET METHODES 

AJcodju&jiffliafea 

La DODA la NEt3, le TFA, la L-omithine, rhydroxyde de tetramethylammonium, le 
20 nickel de Raney, l'anhydride diglycolique proviennent de chez Fluka ; le BOP, de cfaez 
Propeptide France ; la DMAP, le chloroformate d'isobutyle et la N-methylmorpholine, 
de chez Aldrich. Le THF provient de chez Merck ; tous les autres solvants utilises sont 
des pcoduits RP Prolabo. Les solutions de NaCl, de NaHC03 sont safeties ; la solution 
de KHSO4 est a 0,5 M. 

25 

B. Mesures physiques 

Les spectres de resonnance magnetique nucleaire du proton ( RMN 1H ) ont ete 
enregistres sur un spectrometre Bruker. 

Les emplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport au TMS. 

30 

C. Chromatngraphies sur alifiS 

.1 chmmatopraphies sur couche mince (CCM1 ont ete effectuees sur des plaques 
de gel de silice Merck de 02 mm d'epaisseur. 
Revelations : 
35 - Aux UV ( 254nm ) 

- A la ninhydrine, en vaporisant (spray leger) une solution ethanolique de ninhydrine 
( 40 mg / 100 ml EtOH) pour reveler les amines ou les amides en chauffant a 150°C. 
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- A la fluorescamine, en vaporisant une solution (40 mg / 100 ml Acetone) pour 
reveler ks amines primaries. 

- A l'iode, en recouvrant la plaque de poudre d'iode. 

•L « Chromatographic fflir rolomw ont ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
granulometrie 0,063-0,200 mm. 



EXEMPLE 1. 

10 Synthese du (Dioctadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de 2-5-bM3-amino- 
propylamino) -pentyle. 




^am6thylammoimmi(] ,n) 

Du monohydrochlomre de l'acide(s)-2^-diaminopentanoique (^ornithine) (6.74g; 
20 40 mmol) et de ITiydroxyde de tetramethylammonium pentahydrate (14,48g; 80 
mmol) sont mis en solution dans du methanol (20 ml). L'eau formee et le methanol 
sont evapores sous pression reduite (a I'aide d'une pompe a huile) de maniere a 
obtenir un residu sec. 

Du N,N-dimemyIformamide (30 ml) est ajoute aux sels precedemment obtenus. Le 
25 melange est degaze avec de l'azote, puis agite fortement pendant dix minutes, ce qui 
permet au 2,5-diamino pentanoate de tetramethylammonium de se solubiliser (le 
chlorure de tetramethylammonium reste en suspension dans le DMF). 
L'acrylonitrile (6ml; 85,6 mol) est ajoute goutte a goutte; le ballon se rechauffe 
legerement Le melange reactionnel est laisse lh a temperature ambiante, sous azote, 
n est ensuite fihre pour eliminer le chlorure de tetramethylammonium. Le DMF est 
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evapore sous pression nfeduite. Le residu obtenu est un liquide huileux ; retire de 
l'evaporateur rotatif, il se solidifie. De Taofetonitrile (100 ml) est tjoute et Ie ballon est 
legerement chauffe jusqu'a obtention dW solution transluckle. Du THF est ajoute 
jusqu'a obtentioa dW solution trouble. Le ballon est stocke pendant deux jours au 
5 congelateur ; le set de tetramethyl-ammonium du U23-Bis-(2<yano-ethylarnino)- 
pentanoique de l'acide est recupere par filtration sous forme de solide blanc n est 
rince au THF sur fritte, puis seche sur P2O5. 6,06 g sont obtenus, soit un rendement 
de 49 % (brut). 

10 1J> Preparation du sd de tfctramethvl ammonium de l' acide ZS-Bja-fl-atninn. 
rjopvlarmiio^-pentanriioue <1.h\ 

Le produit l.a est solubOise dans un melange d'ethanol (18 ml), d'eau (2 ml) et de 
potasse 2 M (5 ml). La solution est purgee a l'argon. Du Nickel de Raney (2 ml de la 
15 suspension Fluka) est ajoute. Lhydrogtaation est realisee dans une autoclave, purg6e 
a l'azote, a 26°C. En 3h, la pression est passee de 50,6 bars a 44,7 bars, puis s'est 
stabilisee plus d'une heure. L'autoclave fait 250 ml et le melange reactionnel, 30 mL 
La suspension obtenue est filtree. rincee a l'eau et passee a l'evaporateur rotatif. Une 
huile jaune est obtenue. Le test 4 la fluorescamine est positif. 

20 

Lc Preparation de l'acide 23-Bis-(tert-butnxvr^rtv^vl-r3-(tert-butnxvcarfaoTivl- 
amino)-nrr^n-aminn> -p«>nf«noique (Lc) 

25 Le produit l.b est dissous dans du dioxanne (30 ml). Du ditertbutyldicarbonate 
(17,46g ; 80 mmol) est ajoute goutte a goutte. Le melange est ague pendant une 
nuit Le dioxanne est evapore. Du KHSO4 est ajoute. Le produit est extrait par 
CHCI3 (3 x 100 ml). La phase organique est ensuite lavee successivement avec 
NaHC03 (pH=7^), NaCl, puis sechee sur MgS04 et evaporee sous pression 

30 reduite. 10 g de produit sont obtenus (15.4 mmol. soit un rendement de 39% par 
rapport a l'ornithine). 

CLHP : MeCN/H20: 0-3 min 50 % MeCN; 3-20 min 50-100 % MeCN. 20-40 mm 
100 % MeCN. K = 7.96 (Colonne RP-18, debit=l ml/min) 
CCM : Rf (CHCI3 : AcOEt ; 95 : 5 (v : v)) =0,28 
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RAW^Ppm) : 1.3 (m. 8H. N+CH^CH^CH^CHN+COO/ 2x N+CH2CH2CH2N+) ; 
2,7-3.0 (m, 10 H 5x N+CH2); 3,8 (t. 1H, N+CHCOO) 
MS : MH+« 647, (PM= 646) 

"^"-""^-rfflifmH^rl fl rfl 




La -^n^y^eiraiw-tmtoxycafbw (l,94g; 3 mmol) est 

daM °T e ^ 30 ml de IMF. 370 ml (3,1 mmol) de N-methylmoipholme sont 
mttoduits a la inkropipette. Le melange ^actionnel. mis sous azote, est nmx^ 
15 C (dans un bain de carboglace et Methylene glycol ) ; 390 ml (3.1 mmol) de 
chtorcf ormate d'isobutyle sont aloes ajoutes. Au bout de trots minutes, le melange 
reactionnel est verse dans un becher contenant le NaBft, (2g) dissous dans 20 ml 
deau a 4°C. Le THF est evapore. Du KHSO4 est ajoute (jusqua Ph=7). Le produit 
est extra* a 1'AcOEt, rince au NaHC0 3 . NaCl. seche sur MgS0 4 . filtre puis 
evapore. 1.1 5g sont obtenus. soit un rendement de 61%. 
La CCM conduit a deux t&ches ; une separation sur colonne de silice. avec le merne 
eluant, est done realisee et conduit a 0.97g de produit (huile jaune). Le rendement de 
la separation est de 84 %. 
20 Le rendement de la reduction est de 51 %. 
CCM : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) =0,24 

RMN (ppm) : 1.42 (s. 4xBoc); 1,5-1.7 (m. 8H N+CH2-CH 2 -CH 2 -CHN/ 2x 
N+CH2CH2CH2N); 2.85-3.2 (m. 10H 5x NCH 2 ) . 3.4 (m. 1H. NCHCH2OH). 3.7 
(d. 2H. CH 2 OH). 6.8 (m. 2H; NH) 
25 MS : MH+= 633. PM= 632 



le ftft»"tion (If tMMe ? V TMs43-(tFTt - rmtor vcarh^^ 
tutQXVcajlyTnvIammol-neT^ (1 p ) 

0,51 g (0,806 mmol) du produit l.d sont dissous dans 10 ml de CH2CI2 ; 2 
equivalents danhydride diglycobque (1.535 mmol ; 0,178 g), 2,2 equivalents de 
triethylamine (1,687 mmol ; 235 jd) ainsi que 5 mg de DMAP sont ajoutes. Au bout 
d'une heure. la CCM. montrant que lalcool a reagi. le melange est additionne de 
CH2Q2. puis lave par 3 x 50 ml de KHSO4. 3 x 50 ml de NaCl. seche sur MgS0 4 . 
filtre puis evapore. 0.26 g de solide sont obtenus. soit un rendement de 43 %. 
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CCM : Rf (CHCI3 : MeOH : AcOH : 90 : 8 : 2 (v : v : v )) M),75 
MS: MH+« 749. PM= 748 



5 IS. Preparation du Dkx^adw^^T^TnnvhnethoyvUac^te H,. 2.5.bLs.ftert. 

butomcartxmvl-r;Htert-bi^ n ft 

0. 123 g de produit prec6dent (0.164 mmol), 1 equivalent (0,0856g) de 
dioctad6cylamine. 3 equivalents de triethylamine (68.4 ml). 1.1 equivalent (0,0798 g) 

10 de BOP sont dissous dans du CHCI3. Le melange reactionnel est aghe a temperature 

ambiante. Au bout de deux heures. le melange est additionne de 100 ml de CH2Q2, 

puis lave par 3 x 100 ml de KHSO4. de NaHC03. de NaCl (jusqu'a pH=7). seche. 

puis evapore. 0.13 g de produit sont obtenus. soit un rendement de 63 %. 

CCM : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) =0.62 ; revelation a Tiode. a la ninhydrine et a 
15 la fluorescamine. 

RMN (ppm): 0.90 (t. J«75 Hz, 6H: CH3. 1^0-1.75 (m. 108 H: CH 2 / C(CH 3 )3). 

3.05-3.35 (m. 14 H: CH2N). 4.15-4.35 (m. 3 H: NCHCH2OCO), 4.23-4.27 (2s, 2x 

2H: OCH2CO), 4.5-5.5 (m, etale, 2 H: NH) 

MS: MH + = 1252, P.M.= 1251 
20 Analyse elementaire : Formule brute : C71H137N5O12 

%theoriques: C 68,06 H 11,02 N 5,59 
% obtenus: C 67,14 H 11,93 N 5,86 

1. g. Prfepaxation riii (PimBdPcyl-carbamoylmg^Qxy)-w^tate de 2-5-bis-(3-ainmo- 

25 propylamine^ -pentvie 

1 ml de TFA est ajoute a 0,025 g de produit l.f (0,02 mmol) dans un tube 
"Eppendorf" ® de 1,5 ml et laisse une heure a temperature ambiante. Le TFA est 
evapore. 

30 500 pi d'ethanol sont ajoutes de faoon a obtenir une solution a 40 mM, necessaire 
pour les tests biologiques. 
MS : MH+=852, P.M.= 851 



35 EXEMPLE 2. 
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Reparation du 0>kxrtad6cyl-< a rbanK>yim6thaxy)-ac6tate de 1.3-bis-(3-amino 
propylamino)-2 propyie (2.f): 




3.6 g (40 mmol) de 13-^aminopropan-2-ol sent dissous dans 75 ml de methanol 
5,76 ml (80 mmol) d'acrylonitrile sont ajoutes en 15 minutes. Le test a la 
10 fluorescamine est positif. Le melange reactionnel teste inoolore. D est laisse sous 
agitation, a temperature ambiante. pendant la nuit. Le test a la fluorescamine est 
alors negatif . Le methanol est evapore. 7.9 g de produit sont recuefllis (rendement de 
100 % pour le produit brut). 

15 2b reparation du i.3-Bis-r^- a minn. P rT T i. ni i n o >. nfn[M>n .^i o a 

LTiydrogenation est realisee dans une autoclave, purgee a 1'azote, a 27°C. 
Le produit 2.a est solubilise dans un melange de 15 ml de methanol. 10 ml d'ethanol, 
5 ml de KOH (2 M). La solution est purgee a l'argon et 4 ml de la suspension de 
20 nickel de Raney sont ajoutes dans l'autoclave. 

En 3h30. la pression est passee de 51.6 bar a 37,6 bar. puis s'est stabilises plus d'une 
heure. L'autoclave fait 250 ml et le melange reactionnel, 30 mL La suspension 
obtenue est filtree. rincee a l'eau et passee a I'evaporateur rotatif. Une huile jaune est 
obtenue. Le test a la fluorescamine est positif. 



2c reparation rti i 1„VBis-n-tert-toitoxw.«rhmvi.^ 
aminopmnvn2.ninp a n-^-r,i Qsb 

Le produit 2.b est protege de la meme facon qu'en I.e. 100 ml de CH 2 a 2 sont 
ajoutes. 39.2 g (179 mmol) de di-tert-butyldicarbonate dissous dans 100 ml de 
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dioxanne sont ajoutes goutte ft goutte. La solution est laissee sous agitation pendant 
72h- Le solvant est evapore, du KHSO4 est ajoute. Le produit est extrait ft 1'AcOEt 
(3 x 100 ml) ; ks phases sont rassemblees et rincees au KHSO4, au N11HCO3, au 
NaCl, sechees sur MgS0 4 et evaporees. 20 g sont obtenus (rendement de 83 % par 
5 rapport au produit initial) 

Le produit est cristallise dans 1*EP. 
CC.M. :Rf (EP: AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) = 0,23 
Rf (EP : AcOEt ; 1 : 2 (v : v)) =0.63 
RMN (ppm) : 1.4 (2s, 36H : 4 x (013)3)) ; 1.65 (qt, 4H : 2 x NCH2CH2CH2NH) ; 
10 2,95 (q, 4H : 2 x NHCH2CH2) ; 3,1 (2d, 4H : NCH 2 CHCH 2 N) ; 3,2 (t, 4H : 
NCH2CH2) ; 3,85 (m, 1H : OH) ; 5,9 (s, 2H : NH) 
MS : MH+=605, PM= 604 

2-<> Preparation Lacidfi 1 .3-BLs- ( 3-tert-butoxvoirbonvl-amino- (tert- 

15 butoxvcartxmvl-ammopropvl ) 2-prty vl-2^oxvcarfaCTvlm^}K»cv-acfetiqiie (2A.) 

604 mg (lmmol) de produit 2.c. sont dissous dans 20 ml de CH2O2. 2 equivalents 
d'anhydride (2 mmol ; 0^32 g), 2J2 equivalents de NEt3 ( 307 \d, puis 100 ^1). 6,5 g 
de DMAP sont introduits. Apres 24 h d'agitation ft temperature ambiante, le melange 

20 est additionne de CH2CI2, lave au KHSO4. au NaCl, seche sur MgS04. filtre puis 
evapore. 0,156 g de produit sont obtenus (rendement de 22 % ). 
CCM : Rf (CHCI3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 {v : v : v}) =0.71 
RMN (ppm) : 1^-1,4 (2s. 36H : 4 X (Crfch) ; 1.5 (m. 4H : 2 x NHCH2CH2CH2N) 
; 2.85 (q, 4H : 2 x NHCH2CH2) ; 3.1 (m, 8H : 4 x NCH 2 ) ; 3.9-4.2 (2s. 4H : 2 x 

25 OCH 2 COO) ; 5,25 (m, 1H : CH2CHCH2) ; 6,7 (2H : NH) 
MS : MH+= 721, PM= 720 

2.e Preparation du (Dioetad6cvl.cart>amovlm6thoxv>- acfrate du 1.3-Bis-f3.tert. 

bjgaaoffiaihmylgaini^^ (2.c) 

30 

0,216 mmoles de l'acide 2.d sont dissoutes dans 3 ml de CHCI3. 1 equivalent de 
DODA (0.113 g). 3 equivalents de NEt3 (100 jd) et 1.1 equivalent de BOP (0.11 g) 
sont ajoutes. Le melange reactionnel est agite ft temperature amcrante pendant 24 h. 
Le CHCI3 est evapore. 100 ml d' AcOEt sont ajoutes. La phase organique est lavee 
35 par de YHG (03 M). par NaHC03. par NaCl jusqu'ft pH=7» sechee sur MgS04 puis 
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6vaporee. 0,185 g sent obtenus (rendement 70 % ). Une colonne sur silice est 
realisee. 110 mg de produit som recueillis (rendement 42 % ). 

CCM:Rf(CHa 3 :MeOH:AcOH;90:8:2(v:v:v))sO,81 
Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v )) = 0.67 



RMN (ppm) : 0.85(t, 6H : 2 x CH 3 ) ; 1.20-1.55 (m. 100H : CHVC(CH,),) • 1 6 
<m, 4H : 2 x NHCH^CH^) ; 3.05-3.4 <m. 16H : 2 x ^CH^CH^N/ 
NCH2CHCH2N/2XCH2N) ;4.1 (s. 2H : NCOCH 2 0) ;4.15 <s. 2H : (AJoO) 
; 5^5 (m. 1H : CH 2 CHCH 2) , 6.15 (m. 2H : NH) 
10 MS : MH+» 1224. PM= 1223 

but«gvcart)nnYl-aiiun(v(tm^ f )t 

15 1 ml de TEA. est ajoute a 0.0247 g de produit 2.e (0.021mmoi) dans un tube • 
"Eppendorf- <8> de 13 ml et brisse une heure a temperature ambiante. Le TEA. est 
evapore. 

505 nl tfethanol sent ajoutes de facon a obtenir une solution a 40 mM. necessaire 
pour les tests biologiques. 
20 MS : MH+= 824. P.M.= 823 

EXEMPLE 3 : Preparation du (NJ^-DioctadecyO-succinamate de 2-(3-amino- 
propylanuno)-l-(3-amino-propy^^ 




25 

Ce compose est prepare selon le protocole decrit precedemment en exemple 2, en 
subsdtuant a I'acide diglicolique. l'acide succinique. 

L'analyse en spectrometrie de masse du produit ainsi obtenu indique un fragment 
MH+ de 808, ce qui est conforme a la masse attendue. 



30 
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UTILISATION DE UPOPOLYAMINES SELON L'lNVENTION POUR LA 
TRANSFECTION IN VITRO DE MATERIEL GENETIQUE 

5 

A Plasmides utilises pout le transfert dfi f&nes in vitm 

On utilise le plasmide pCMV-LUC. D s'agit dune construction comportant le gdne 
rapporteur "lucif tease", dteivte soit du plasmide pGL2-Basic Vector (Promega) soit 
10 du plasmide pGL2-Ccmtrol Vector (Promega) par insertion d'un fragment Mhi I-Hind 
m contenant le promoteur du Cytomegalovirus humain (CMV), extrait du plasmide 
vecteur pcDNA3 (Invitrogen). 

B Protocole de preparation des solutions utilistes pour la transection 

15 

Des lipopolyamines prfeparfees selon des exemples precedents sont mises en solution a 
40 mM dans Fethanol puis dilute dans un melange 6thanol/eau en maintenant une 
concentration 6thanolique inferieure k 10%. 

Les solutions d'acide nucleique k transfecter sont dilutes en serum physiologique 
20 (NaCl 0.15M) puis ajouttes aux solutions de lipopolyamine, dans un rapport 1/1 (v/v). 
Apres homogeneisation au vortex et incubation 15 minutes k temperature ambiante, les 
solutions ADN/lipopolyamine sont distributes k 9% (v/v) final dans les puits ou les 
cellules ont fcte lavtes par du milieu de culture dfcpourvu de protfeines (steum). 

25 EXEMPLE 4 : 

Influence du rapport de charge (amines/phosphates) sur Feff icacit6 de transfection. 

Des tehantillons de 1.10 5 cellules NIH 3T3 en phase exponentielle de croissance sur 2 
cm 2 sont traites par des solutions lipopolyamines/pCMV-LUC, presentant des 
30 rapports de charges variables, pendant 4 heures k 37°C sous 5% CO2 ; chaque 
echantillon regoit 1 fig d'acide nucleique. La recherche de 1'expression du gtee 
reporter est effectute aprts addition de serum de veau foetal k 8% final suivie d'une 
incubation de 40 heures dans l'6tuve k CO2. 

L'activite lucif erase est doste par remission de lumidre [RLU = relative light unit] en 
35 presence de lueiferine, coenzyme A et ATP pendant 20 secondes et rapportte au \xg de 
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protfine dans le surnageant obtcnu apres lyse des ceUules. Les r&oiltats obtenus sont 
reportes dans le tableau I ci-dessous. 



Lipopolvamine de 1'exemple 1 



Lipopolyamine de 1'exemple 2 



rapport de charge 



luminescence 



cocf.de var. (%) 



luminescence 



coef. de var. 



i 

2 
4 
6 
8 
10 
12 
14 



ADNseul 



69 
5091 
3636 
21334 
40846 
55321 
53239 

36 



52 



5 
3 

30 
3 
3 
1 
5 

10 



23 
252 
7890 
61401 
73224 
77633 
48634 
52417 



34 
6 
3 
5 
2 
2 
5 
2 



TABLEAU I 

10 

Chaque valeur correspond a la moyenne de trois essais independants. : * L 
Cette experience montre clairement que les Upopolyamines selon Invention permettem 
le transfert de genes dans les conditions requises pour leur expression. 

15 EXEMPLE 5 : 

Influence de la concentration en acide nucleique dans les melanges 
ADN/lipopolyamine. 



20 



Selon le meme protocole que celui decrit dans 1'exemple precedent les cellules NIH 
3T3 sont traitees avec des melanges ADN/lipopolyamines dans les conditions oii 
differentes concentrations d'ADN sont utilisees pour un meme rapport de charge. 
Dans ce cas, 1'activite luciferase est mesuree pendant 20 secondes et rapportee & 
2,5. 10 3 cellules traitees. Les resultats sont presentes en tableaux n et in ci-dessous. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Lipopotyamine de l'exemple 1 





Rapport de charge 


pgDNA 


x4 


x6 


x8 


xlO 


0,25 


27(19) 


25 (20) 


32(31) 


36(15) 


0,5 


23(5) 


37(54) 


4476(4) 


4811 (19) 


1.0 


4945 (12) 


19194 (14) 


30933 (21) 


39357 ( 3) 


2,0 


93937 (2) 


105533 (1) 


111167 (14) 


8315(15) 


3,0 


106293(11) 


100093 (8) 


53475 (12) 




4.0 


98S53 (10) 


69863 (8) 







5 

TABLEAU n 



1 0 Lipopotyamine de l'exemple 2 





Rapport de charge 


LigDNA 


x4 


x6 


x8 


x 10 


0,25 


40 (17) 


52 (64) 


122(14) 


51(5) 


0,5 


28 (10) 


204 (25) 


36533 (7) 


44473 (7) 


1.0 


3427 ((12) 


48167 (13) 


49363 (13) 


50083 ( 9) 


2,0 


33377 (13) 


44697(18) 


30670 (16) 


9544 (4) 


3,0 


9686 (3) 


31557 (2) 


9157 (8) 




4,0 


4321 (9) 


40105 (10) 







TABLEAU m 

1 5 Chaque valeur correspond a la moycnne de trois essais independants. 

Les valeurs portees entre parentheses correspondent au coefficient de variation 
exprime en %. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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REVENDICATIONS 



1. Lipopolyamine sous forme D. L, ou DL ou Yvn de ses sels caracterisee en ce 
5 qu'elle est representee par la f ormule generale I 

H 2 N.((CH) m .NH) n .H 

R I 

10 dans laquelle 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus pref erentieUement 
entre 1 et 5 avec, lorsque n est compris entre 2 et 9. un seul groupement R, different 
de rhydrogene. de present dans la f ormule generate et des valeurs de m variables ou 

15 identiques au sein des differents groupements -(CH) m - ou -(CH^n,-. 

R 

- R represente un a tome dTiydrogene ou un radical de f ormule generale II: 
— « 



«j)H)p 
R5 




20 



n 



dans laquelle 

- X et X* representent independamment l'un de l'autre un atome d'oxygene, un 
groupement methylene (CH^q- avec q egal a 0, 1. 2 ou 3. ou un groupement amino 
-NH- ou -NR'- avec R' representant un groupement alkyle enCi a C4. 

- Y et V representent independamment l'un de l'autre un groupement methylene, un 
groupement carbonyle ou un groupement OS, 

* R 3' R4 et R5 representent independamment l'un de l'autre un atome d'hydrogene ou 
un radical alkyle, substitue ou non, en Qa C 4 , avec p pouvant varier entre 0 et 5. 
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- R* teprtsente un derivfe du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NRjR 2 avec 
R l et R 2 reprtseatant independamment Fun de Fautre un radical aliphatique, saturf ou 
non, lineaire ou ramifie en C 12 i C22. 

5 2.Lipopolyamine selon la revendication 1 carctfirise en ce que R y est represents de 
pr§f 6rence par la formule g6n6rale IT 




dans laquelle R 3 . R 4 , R 5 , Rg et p impendent aux definitions proposes en revendication 
1 et X reprtsente un atome tfoxygftne ou un groupement -(CH^q- avec q 6tant 6gal ft 
z6ro. 

15 

3. Upopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 




20 sous forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 

4. Lipopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 



25 
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H 

e 




sous forme D, L. DL ou I'un de ses sels. 

5. Upopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il tfagit du 

H 

r 




10 



15 



sous forme D, L, DL ou Fun de ses sels. 



6. Upopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisfe en ce qu'il s'agit du 



H 

N-H 



sous forme D, L, DL ou l'un de ses sels. 



10 alpha, cholestdryle 



7. Composition pharmaceutique caracterisee en ee qu'elle contient au moins une 
20 Upopolyamine selon l'une des revendications 1 a 6 et au moins un acide nucleique. 
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8. Composition sekm la revendication 7 caracterisfe en ce que P acide nucleique est un 
acide desoxyribomicl&que. 

9. Composition sekm la revendication 7 caract6ris6e en ce que Tadde nucteique est un 
acide ribonucltique. 

5 10. Composition selon la revendication 7, 8 ou 9 caracterisee en ce que Facide 
nucleique est modiffe chimiquement 

11* Composition selon Tune des revendications 7 i 10 caracterisee en ce que Facide 
nucleique est un antisens. 

12. Composition selon Tune des revendications 7 i 10 caract£ris6e en ce que Facade 
10 nucleique comporte un gfcne therapeutique. 

1 3. Composition selon la revendication 1 2 caracterisee en ce que le ggne therapeutique 
code pour une proteine impliqu6e dans le metabolisme des lipides comme par une 
apolipoproteuie choisie paimi les apolipoproteines A-I, A-II, A-IV. B, C-I, C-U, C-in. 
D, E, F, G. H f J et apo(a), une enzyme telle la lipoprotein lipase, la lipase h6patique 

15 ou autres Upases, la lecithine cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, une proteine de transfert de lipides 
comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la proteine de transfert des 
phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore un recepteur choisi par 
exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des chylomicrons-remnants et les 

20 recepteurs scavenger. 

14. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique, tine lipopolyamine 
selon lHme des revendications 1 k 6 et un adjuvant capable de s'associer au complexe 
lipopolyamine/acide nucleique et d'amSliorer son pouvoir transf ectant 

15. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce que Fadjuvant est un ou 
25 plusieurs lipides neutres. 

16. Composition sekm la revendication 15 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont choisis parmi les lipides synth&tiques ou naturels, zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 



WO 96/17823 
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17. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutressontdesUpidesa2chainesgrasses. 

18. Composition sekm la revendication 17 caracterisee en oe que le ou les lipides 
neutres sont choisis parmi la dtoleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), roleoyl- 

5 palnutoylphos-phatidylethanolamme (POPE), le di-stearoyl, -pahnioyl. -rniryZyl 
I*osphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fais- les 
phosphatidylglycerols, les diacyiglyoerols. les glycosyldiacylglycemls. les cerebrosides 
Z* T! 6 n ° tamment 168 «Hlactocerebrosides), les sphingolipides (tela que notamment 

m ^^ hm « 0n, ^ lines) et les asialogangUosides (tela que notamment les asialoOMl et 
1U GM2). 

19. Composition selon rune des revendications 14 a 18 caracterisee en ce quelle 
comprendde 0.1 a 20 equivalents rfadjuvant pour 1 equivalent de lipopolyamine. et. 
plus pieferentiellement, de 1 a 5. y«™™. «. 

20. Composition selon 1'une quelconque des revendications 7 4 19 caracterisee en ce 
qu'eUe comprend un vehfcule pharmaceutiquernent acceptable pour une formulation 
injectable. 



20 



injectable 

21. Composition sekm l'une quelconque des revendications 7 a 19 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vehicule pharmaceutiquernent acceptable pour une application sur 
la peau et/ou les muqueuses. 

22. Utilisation d'une lipopolyamine selon l'une des revendications de 1 a 6 pour la 
transf ection in vivo ou in vitro de cellules. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENT3 INOIQUES SUR PCT/iSA/ 



En comparaison avcc la revendication 1 du premier depot la revendication I du 
presente demande n'est pas tres claire. Selon 1'opinion de I'examinateur de recherche 
la definition des substituants permet maintenant des composes I avec n=l et R=H. Ces 
composes ne sont evidemmment ni nouveaux ni lipopolyamines (voir DE1953263; 
composes avec m = 3-5 sont aussi conn us). 
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